去甲氧柔红霉素（IDA）联合阿糖胞苷（Ara-C）（IA"3+7"）方案是公认的初发急性髓系白血病（AML）\[不包括急性早幼粒细胞白血病（APL）\]患者的诱导治疗方案之一。目前，国内外指南推荐IDA剂量为12 mg·m^−2^·d^−1^×3 d，Ara-C剂量为100\~200 mg·m^−2^·d^−1^×7 d[@b1]--[@b3]，完全缓解（CR）率为60%\~80%。国内报道中，IDA剂量为6\~12 mg·m^−2^·d^−1^×3 d。既往我所研究结果显示，初发成人AML患者IDA 10 mg IA方案组第1个疗程CR率为78.9%，显著高于IDA 8 mg IA方案组，而且，IDA剂量是影响第1个疗程缓解率的独立因素之一[@b4]。本研究中我们回顾分析了以IA10（IDA 10 mg·m^−2^·d^−1^×3 d联合Ara-C 100 mg·m^−2^·d^−1^×7 d）作为诱导治疗方案且未接受异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）的成人AML患者的治疗结果，探讨影响预后的因素。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例

2008年1月至2016年2月，我所收治的初治成人AML（不包括APL）连续病例748例中，382例（51.4%）以IA10作为诱导化疗方案，其中7例（1.8%）早期死亡，2例（0.5%）无法评估。373例可评估的患者中，198例（53.1%）获得形态学无白血病状态（MLFS）后未接受allo-HSCT患者纳入研究。

二、白血病相关检查方法

所有初诊患者均进行细胞形态学、免疫学、遗传学、分子生物学（MICM）检查[@b5]。

1．细胞遗传学分析：骨髓标本经G显带法分析染色体核型，根据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN，1995）》进行核型分析。单体核型定义为在一个克隆内存在两个常染色体单体或一个常染色体单体伴有其他常染色体结构异常。参考SWOG标准[@b6]进行危险度预后分组。

2．免疫学分析：采用8色免疫标记法流式细胞术检测分析骨髓细胞免疫表型。结合抗体采用CD34-FITC/CD13-PE/CD117-PerCP/CD33-APC/HLA-DR-APC-CY7/CD45-V500，CD38/CD7/CD56抗体用于初步诊断为AML的病例[@b7]。

3．分子生物学检测：分子生物学检测包括NPM1、FLT3-ITD基因突变，AML1-ETO、CBFβ-MYH11、PML-RARα、混合谱系白血病（MLL）相关融合基因和WT1 mRNA。WT1 mRNA水平采用RQ-PCR检测[@b8]，内参照基因选用ABL基因。WT1 mRNA水平（%）=（WT1拷贝数/ABL拷贝数）×100%。

三、治疗方案

1．诱导治疗：本研究中，所有患者均使用IA10作为首次诱导化疗方案。具体方案为：IDA 10 mg/m^2^第1\~3天，Ara-C 100 mg/m^2^第1\~7天。获得部分缓解（PR）患者采用原方案再诱导，未缓解者换用其他方案。

2．获得MLFS后治疗：以原方案巩固后，给予3\~4个疗程高剂量Ara-C（2 g/m^2^，每12 h 1次，第1\~3天），之后接受DA、MA、HAA或AE等方案化疗，巩固治疗至少6个疗程。

四、MRD检测

在每次化疗后监测MRD。根据患者初诊时免疫表型确定白血病相关免疫表型（LAIP），采用流式细胞术（FCM）检测LAIP和（或）以RQ-PCR评估WT1 mRNA水平作为MRD的监测指标。FCM检测敏感度为10^−4^，本所骨髓标本WT1 mRNA正常值为\<0.6%。

五、随访

主要采用门诊随访及电话随访方式，随访截止日期为2016年3月31日。

六、评估指标

早期死亡：在疗效评估前死亡。无法评估：在疗效评估前失访。疗效评估标准参见文献[@b9]--[@b10]。MLFS：白血病的症状和体征消失，白细胞分类中无白血病细胞，骨髓中原始粒细胞\<0.050，无髓外白血病。根据中性粒细胞绝对计数（ANC）和PLT将MLFS分为：①完全缓解（CR），定义为MLFS伴ANC和PLT均恢复（ANC≥1.0×10^9^/L且PLT≥100×10^9^/L）；②CRp，定义为MLFS伴PLT\<100×10^9^/L；③CRi，定义为MLFS伴ANC\<1.0×10^9^/L且PLT\<100×10^9^/L。无病生存（DFS）时间：获得MLFS患者，从MLFS之日至复发或MLFS状态下死亡或随访截止的时间。总生存（OS）时间：从开始治疗至死亡或随访截止的时间。评估累积复发率（CIR）、DFS和OS。

七、统计学处理

连续变量通过ROC曲线确定影响复发和生存的界值。ROC曲线不能确定界值者采用中位数作为界值。影响CIR、DFS和OS的因素采用Kaplan-Meier生存分析法并进行Log-rank检验，*P*\<0.2的因素进入Cox回归模型进行多因素分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。CIR采用竞争风险模型R软件分析。其余分析采用SPSS 17.0软件进行统计。

结果 {#s2}
====

1．患者发病时的疾病特征：198例获得MLFS后未接受allo-HSCT的患者中，男96例（48.5%），中位年龄42（18\~62）岁。SWOG分组：低危45例（22.7%）,中危104例（52.5%），高危24例（12.1%），危险度未知25例（12.6%）。FAB分型：M~0~ 1例（0.5%）、M~1~ 4例（2.0%）、M~2~ 136例（68.7%）、M~4~ 34例（17.2%）、M~5~ 21例（10.6%）、M~6~ 2例（1.0%）。单体核型6例（3.0%），初诊时WT1 mRNA≥0.6%的患者181例（91.4%），FLT3-ITD突变阳性28例（14.1%），NPM1突变阳性51例（25.8%）。CR 168例（84.8%），CRp 16例（8.1%），CRi 14例（7.1%）。

2．复发和生存：131例（66.2%）存活患者中位随访时间15（1\~70）个月，74例复发，67例死亡，其中58例（86.6%）死于复发。2年CIR、DFS、OS率分别为45.2%、46.9%、62.9%，中位复发、DFS、OS时间分别为34、20、37个月。

3．MRD水平：198例患者中，在首次获得MLFS时190例（96.0%）进行了FCM检测，129例（67.9%）阴性；164例（82.8%）进行了WT1 mRNA检测，102例（62.2%）阴性。159例（80.3%）同时进行了FCM和WT1 mRNA检测，3例（1.5%）FCM和WT1 mRNA均未测。

首次获得MLFS后，16例未进行后续治疗，其中11例在巩固治疗前复发，1例死于肺部感染，4例失访。巩固治疗1个疗程后，182例患者中161例（88.5%）进行了FCM检测，131例（81.4%）阴性；133例（73.1%）进行了WT1 mRNA检测，99例（74.4%）阴性。129例（70.9%）同时进行了FCM和WT1 mRNA检测，17例（9.3%）FCM和WT1 mRNA均未测。

4．预后影响因素：以复发或死亡为终点，根据ROC曲线或中位数确定患者初诊时连续变量界值如下：年龄为40岁，WBC、HGB、PLT分别为10×10^9^/L、100 g/L、50×10^9^/L，外周血和骨髓原始细胞比例分别为0.50、0.60，初诊时WT1 mRNA水平为23.0%。

前期研究显示，FCM和WT1 mRNA水平均为影响患者预后的因素，而且，FCM和WT1 mRNA均为阴性的患者预后最佳，FCM或WT1 mRNA阳性与两者均为阳性的患者预后差异无统计学意义[@b11]。由于并非所有患者均评估了FCM和WT1 mRNA水平，因此MRD水平分为四组：FCM和WT1 mRNA均阴性，只检测FCM或WT1 mRNA且为阴性，FCM和（或）WT1 mRNA阳性，FCM和WT1 mRNA均未检测。

单因素分析患者发病时特征、首次诱导治疗后是否获得MLFS、获MLFS时血细胞计数恢复情况、获MLFS时和巩固1个疗程后MRD水平对复发和生存的影响，结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 影响接受IA10作为诱导方案且获得MLFS后未接受allo-HSCT的初治成人AML患者预后的单因素分析

  因素                          例数   累积复发   无病生存   总生存                   
  ---------------------------- ------ ---------- ---------- -------- --------- ------ ---------
  外周原始细胞                                     0.037               0.089            0.830
   ≥0.50                        105      55.4                 37.2              57.4  
   \<0.50                        93      37.8                 55.4              68.0  
  WBC                                              0.031               0.196            0.597
   ≥10×10^9^/L                  126      51.3                 42.7              59.8  
   \<10×10^9^/L                  72      38.0                 52.5              65.2  
  HGB                                              0.393               0.745            0.152
   \<100 g/L                    134      43.8                 46.4              58.9  
   ≥100 g/L                      64      55.9                 44.1              72.8  
  SWOG分组                                         0.072               0.043            0.413
   未知                          25      85.1                 9.2               32.9  
   高危                          24      82.0                 10.7              27.4  
   中危                         104      42.0                 53.9              68.9  
   低危                          45      36.3                 59.0              69.8  
  单体核型                                         0.230               0.096            0.070
   是                            6      100.0                  0                2.0   
   否                           192      45.4                 47.7              63.0  
  FLT3-ITD突变                                    \<0.001             \<0.001           0.004
   阳性                          28      87.5                 11.8              27.8  
   阴性                         169      39.2                 52.5              67.2  
  NPM1突变                                         0.004               0.021            0.214
   阴性(NPM1^−^FLT3^−/+^)       158      49.9                 42.2              60.4  
   阳性(NPM1^+^FLT3^−^)          39      34.8                 62.4              66.2  
  首次诱导化疗后是否获得MLFS                       0.040               0.020            0.609
   否                            51      63.1                 31.2              67.6  
   是                           147      41.1                 51.1              60.8  
  获MLFS时血细胞恢复程度                          \<0.001             \<0.001          \<0.001
   CRi                           14      48.6                 16.1              31.2  
   CRp                           16      43.5                 53.0              69.3  
   CR                           168      45.3                 48.6              65.2  
  获得MLFS时MRD                                    0.158               0.052            0.222
   FCM和（或）WT1 mRNA阳性       91      52.0                 40.5              58.9  
   未检测                        3       33.3                 66.7              66.7  
   只检测FCM或WT1且为阴性        28      45.7                 49.0              65.8  
   FCM和WT1 mRNA均阴性           76      45.8                 47.6              62.9  
  巩固1个疗程后MRD                                 0.007               0.003            0.070
   FCM和（或）WT1 mRNA阳性       50      61.9                 33.2              55.5  
   未检测                        17      36.2                 49.3              65.2  
   只检测FCM或WT1且为阴性        31      36.8                 60.2              70.5  
   FCM和WT1 mRNA均阴性           84      42.4                 48.2              62.6  

注：IA10：去甲氧柔红霉素10 mg·m^−2^·d^−1^×3 d联合阿糖胞苷100 mg·m^−2^·d^−1^×7 d；MLFS：形态学无白血病状态；allo-HSCT：异基因造血干细胞移植；AML：急性髓系白血病；CRi：MLFS伴ANC\<1.0×10^9^/L且PLT\<100×10^9^/L；CRp：MLFS伴PLT\<100×10^9^/L；CR：MLFS伴ANC和PLT均恢复；MRD：微小残留病；FCM：流式细胞术

198例患者中，1例患者初诊时未检测FLT3-ITD突变，1例未检测NPM1突变，所以在196例具有完整基线指标且获得MLFS的患者中进行多因素分析，结果显示：FLT3-ITD阳性和CRi是影响患者CIR、DFS和OS的共同不利因素；SWOG危险度分层高危是影响患者CIR和DFS的共同不利因素；单体核型是影响患者OS的独立危险因素（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 影响接受IA10作为诱导方案且获得MLFS后未接受allo-HSCT的初治成人AML患者预后的多因素分析

  因素                       所有患者(196例)   巩固≥1个疗程患者(180例)                                                                                                                                 
  ------------------------- ----------------- ------------------------- ----------------- --------- ----------------- --------- ----------------- --------- ---------------- ------- ----------------- -------
  外周原始细胞≥0.50                                                                                                              1.8 (1.0～3.2)     0.033    1.7 (1.0～2.7)   0.042                    
  FLT3-ITD突变阳性           3.4 (2.0～5.8)            \<0.001           2.8 (1.7～4.8)    \<0.001   2.7 (1.5～4.8)     0.001    3.0 (1.6～5.4)    \<0.001   2.7 (1.5～4.7)   0.001   2.2 (1.1～4.1)    0.017
  单体核型                                                                                           3.6 (1.1～11.7)    0.034                                                                          
  SWOG危险度分层                                        0.011                               0.002                                                   0.050                     0.015                     0.010
   高危                      2.5 (1.1～5.3)             0.022            2.5 (1.3～5.1)     0.008                                2.4 (1.0～5.7)     0.051    2.4 (1.1～5.3)   0.025   3.7 (1.5～9.1)    0.005
   未知                      1.5 (0.7～3.4)             0.292            1.5 (0.7～3.0)     0.290                                1.7 (0.7～4.2)     0.248    1.5 (0.7～3.3)   0.347   1.9 (0.7～4.8)    0.182
   中危                      0.8 (0.4～1.6)             0.577            0.8 (0.5～1.5)     0.511                                0.9 (0.4～1.8)     0.779    0.9 (0.5～1.6)   0.638   1.2 (0.6～2.4)    0.678
   低危（参照）                                                                                                                                                                                        
  MLFS时血细胞计数                                      0.018                              \<0.001                     \<0.001                                                0.006                     0.008
   CRi                       3.5 (1.4～8.5)             0.006            5.5（2.7～10.9)   \<0.001   4.2 (2.0～8.7)    \<0.001                               3.9 (1.5～9.9)   0.005   4.2（1.5～11.6)   0.005
   CRp                       0.8 (0.3～1.9)             0.635            0.8 (0.3～1.7)     0.501    0.7 (0.3～2.0)     0.548                                0.5 (0.2～1.3)   0.169   0.4 (0.1～1.6)    0.194
   CR（参照）                                                                                                                                                                                          
  巩固1个疗程后MRD                                                                                                                                  0.062                     0.016                    
   FCM和（或）WT1阳性                                                                                                            2.1 (1.2～3.9)     0.013    2.3 (1.3～3.9)   0.003                    
   未检测                                                                                                                        1.0 (0.3～2.8)     0.928    1.4 (0.6～3.4)   0.487                    
   只检测FCM或WT1且为阴性                                                                                                        1.19 (0.5～2.3)    0.820    0.9 (0.5～1.8)   0.818                    
   FCM和WT1均阴性（参照）                                                                                                                                                                              

注：IA10：去甲氧柔红霉素10 mg·m^−2^·d^−1^×3 d联合阿糖胞苷100 mg·m^−2^·d^−1^×7 d；MLFS：形态学无白血病状态；allo-HSCT：异基因造血干细胞移植；AML：急性髓系白血病；CRi：MLFS伴ANC\<1.0×10^9^/L且PLT\<100×10^9^/L；CRp：MLFS伴PLT\<100×10^9^/L；CR：MLFS伴ANC和PLT均恢复；MRD：微小残留病；FCM：流式细胞术

在180例接受≥1个疗程巩固治疗的患者中进行多因素分析，纳入巩固治疗1个疗程后MRD水平，结果显示：FLT3-ITD阳性和SWOG危险度分层高危是影响患者CIR、DFS和OS的共同不利因素；外周原始细胞≥0.50和巩固治疗1个疗程后MRD阳性（FCM和/或WT1 mRNA阳性）是影响CIR和DFS的共同不利因素；CRi是影响DFS和OS的共同不利因素（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

5．具有不同危险因素患者的预后：根据影响CIR、DFS或OS的5个危险因素（外周原始细胞≥0.50、FLT3-ITD突变阳性、SWOG危险度分层高危、CRi和巩固1个疗程后MRD阳性）将180例患者分为4组：无危险因素组（48例，26.7%）、1个危险因素组（73例，40.6%）、2个危险因素组（48例，26.7%）、3个危险因素组（11例，6.1%）。4组患者2年CIR分别为21.2%、33.8%、73.1%、76.1%，2年DFS率分别为73.7%、56.4%、21.5%、18.2%，2年OS率分别为83.1%、72.0%、51.5%、13.6%，中位复发时间分别为未达和35、16、6个月，中位DFS时间分别为49、34、11、5个月，中位OS时间分别为52、37、25、12个月，差异均具有统计学意义（*P*值均\<0.001）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。无危险因素组和1个危险因素组CIR、DFS、OS率差异均无统计学意义，2个危险因素组和3个危险因素组CIR和DFS率差异无统计学意义。

![具有不同危险因素患者的累积复发（A）、无病生存（B）和总生存（C）曲线\
注：危险因素包括外周原始细胞≥0.50、FLT3-ITD 突变阳性、SWOG危险度分层高危、CRi和巩固1个疗程后微小残留病阳性](cjh-39-01-015-g001){#figure1}

因AML伴NPM1^+^FLT3-ITD^−^患者为SWOG危险度非预后良好型，38例NPM1突变阳性（NPM1^+^ FLT3-ITD^−^）患者的分布如下：无危险因素组12例（31.6%）、1个危险因素组22例（57.9%）、2个危险因素组4例（10.5%）、3个危险因素组0例（*P*=0.002）。绝大多数AML伴NPM1^+^FLT3-ITD^−^患者处于≤1个危险因素组。

讨论 {#s3}
====

我们的研究结果显示，接受IA10作为诱导治疗方案且未接受allo-HSCT的AML连续病例，FLT3-ITD突变阳性和CRi是影响患者CIR、DFS、OS的共同不利因素；SWOG危险分层高危是影响CIR和DFS的共同不利因素；单体核型是影响OS的独立危险因素。当延长追踪时间，考虑巩固1个疗程MRD水平时，FLT3-ITD突变阳性、SWOG危险分层高危和CRi仍是影响患者预后的独立危险因素，巩固治疗1个疗程后MRD阳性（FCM和/或WT1 mRNA阳性）、外周原始细胞≥0.50是影响CIR和DFS的共同不利因素。

尽管"3+7"方案为是国内外公认的初治AML诱导化疗的首选方案，IDA的推荐剂量为12 mg·m^−2^·d^−1^×3 d[@b1]--[@b2]，由于中国社会经济因素的限制，我所和国内多数中心采用的是10 mg·m^−2^·d^−1^×3 d[@b4]，取得了与文献报道IDA 12 mg IA方案相似的缓解率。

目前，定量检测MRD常用的方法包括FCM检测LAIP[@b12]--[@b17]和RQ-PCR检测特异性融合基因或泛白血病基因的表达，如WT1 mRNA[@b18]--[@b21]等，已有报道同时使用FCM和WT1 mRNA水平评估MRD[@b22]--[@b24]。因本研究为回顾性研究，并非所有患者均定期以FCM或WT1 mRNA检测了MRD，所以我们联合FCM和WT1 mRNA评估MRD，以提高评估率和检测敏感率。迄今，到底哪一个时间点和哪个界值用于MRD的评估最有预后价值并无定论。本研究中，因巩固治疗2个疗程后检测MRD的病例相对较少，所以我们只评估了首次获得MLFS时和巩固治疗1个疗程后的MRD水平。国内外多项研究证实，CR时MRD是影响预后的因素[@b12]--[@b14],[@b16],[@b18],[@b20],[@b23]，但巩固疗程中或巩固治疗结束后MRD水平的预后价值更为重要[@b12]--[@b13],[@b15],[@b24]。本研究得出相似的结论：巩固1个疗程后MRD水平是影响复发和生存的重要因素，而非首次获得MLFS时。既往我所对使用不同方案的352例初治AML患者进行研究，发现MLFS时血常规恢复程度影响复发和生存，MRD并不影响预后[@b25]；而对于292例非预后良好型患者，MLFS时MRD和血常规恢复程度均有预后意义[@b11]。因我们发现与减低剂量的化疗方案相比，标准剂量方案（如IDA 10 mg）有利于获得高比例、深程度早期治疗反应[@b26]，所以此次我们统一方案，研究包含预后良好型在内的所有危险度患者，进一步确认了MLFS时血常规恢复程度的预后意义，同时发现巩固治疗1个疗程后的MRD水平影响复发和生存。提示，研究对象和时间点不同，MRD意义不同，应寻找特定治疗方案下的MRD评估时间点。此外，SWOG危险度为高危、FLT3-ITD突变阳性、单体核型和外周原始细胞比例高与预后不良相关，本研究再次证实了这些结论。

本研究有以下缺陷：为回顾性研究，并非所有获得MLFS的患者均规律监测了MRD水平，患者选择移植或化疗是非随机的，患者常因经济问题、身体状况差、缓解后短时间内复发失去移植机会而选择化疗，有可能影响了预后。

总之，对于接受IA10作为诱导治疗方案且获得MLFS后未接受allo-HSCT的初治成人AML患者，初诊时不良的分子细胞遗传学特征和CRi是影响患者总体预后的不利因素。此外，外周血原始细胞比例高、单体核型和巩固治疗1个疗程后MRD阳性也与预后不良相关。
